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L'invention concerns I'idenWcation du gene E2IG4 comme cible 
therapeutique pour le traitement du diabete ou de see complications, de 
I'obesite ou de I'insulinorSsistance. 

Le diabete est une maladie metabolique heterogene qui connaTt 
actuenement dans le monde une creissance rapide, represented un grave 
probleme de sante publique. Le diabete se caracterise par une augmented 
du glucose sanguin. lie a un defaut de la secretion d'insuline par les cellules p 
du pancreas, soil a un defaut de capture du glucose par les Issue 
, peripheries tela que le foie. le muscle ou le lissu 

Lulinoresistance (Mauvais-Janris F. Kahn CR. Diabetes MM,. 2000, 
26(6) 433-48). En outre une proportion importante de personnes obeses 
developpe une insulinorfeistanoe et eventuellement un diabete. 

a Les inventeurs se sent interests a la recherche de nouvelles oibles 

therapeutiques exploitables pour le traitement deces pathologies. 

Par la technique du « differential display », ils ont compart les profils 
^expression de .'ensemble des genes hepatiques ohez le rat en absence ou 
en presence d'insuline, et sent ainsi parvenus a identifier un gene dont 
20 I'expressionestinduiterapidementparl'insuline. 

Les inventeurs ont d'abord designe oe gene « gene EIIH » pour Eariy 
insulin induced Hepatic gene. Ce gene s'avere en fait etre rhomologue chez le 
rat du gene dec* chez I'homme sous la designation « gene E2IG4 pour « E- 

^^^^^^^^^^^^^^^^f 

. x nrocontpa dans le 



, 5 sequence d'ADNc donee chez le rat par les inventeurs est presentee dans le 
" listage de sequences annexees (SEQ ID nM). La sequence p^erque 
oerrespondante (de 353 acides amines) est presentee en SEQ ID n 2. La 
sequence d'ADNc donee chez I'homme par Charpentier et al, 2000, est 
prtsentee en sequence SEQ ID n°3. et la sequence proteique oerrespondante 

30 en SEQ ID n°4. 

Dans le contexte de la prtsente invention, on entend par « gene 
E2IG4 » non seulement la sequence humaine mais egalement les homologues 
chez d'autres espeoes, comme le rat ou la souris par exemple, ou tout autre 



2 



mammifere. On utilisera d'ailleurs de maniere indifferente la designation « gene 
EI1H » et « gene E2IG4 ». De meme la proteine ou produit d'expression de ce 
gene, sera designee indifferemment « proteine EllH » ou « proteine E21G4 ». 
La presente invention vise ^utilisation de ce gene ou du produit 
5 d'expression de ce gene comme cibie therapeutique pour le traitement du 
diabete ou de ses complications, de Tobesite ou de l'insulinor6sistance. Parmi 
les complications visees, on peut citer les complications macrovasculaires 
comme Patherosclerose ou microvasculaires comme les retinopathies, les 
nephropathies et les neuropathies. 
10 Les experiences menees montrent en effet que la cinetique 

d'accumulation de I'ARNm de ce gene est pr6coce et precede celle de la 
glucokinase, ce qui sugg^re fortement que I'expression de ce gdne joue un role 
dans les mecanismes de signalisation de Pinsuline et dans la capture et le 
metabolisme du glucose. LMdentification de la proteine E2IG4 comme 
15 repondeur a I'insuline conduit a un certain nombre duplications 
therapeutiques et diagnostiques, objets de invention. 

Uinvention a ainsi pour objet ('utilisation d'un agent modulateur de 
I'expression ou de Tactivite du gene E2IG4, pour la fabrication d'un 
medicament destin§ au traitement du diabete ou de ses complications, de 
20 Tobesite ou de Pinsulinor6sistance. 

Selon un aspect de Tinvention, Tagent modulateur est un inhibiteur de 
Tactivite de la proteine E2IG4, tel qu J un anticorps anti-proteine E21G4 bloquant 
Selon un autre aspect de I'invention, Tagent modulateur est un 
represseurde ('expression du gene E2IG4, tel qu'un acide nucleique anti-sens 
25 du gene E2IG4. 

Selon encore un autre aspect de Tinvention, I'agent modulateur est un 
activateur de I'activite de la proteine E2IG4. 

L'agent modulateur peut encore etre un inducteur de Texpression du 
gene E2IG4. 

30 L'ensemble de ces modes de realisation est decrit pius en details plus 

bas. 

Par ailleurs, invention comprend egalement Tutilisation de la proteine 
E2IG4 ou d'un acide nucleique codant pour cette proteine (dans le cadre d'une 
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therapie genique), pour la fabrication d'un medicament destine au traitement du 
diabete ou de ses complications, de I'obesite ou de I'insuiinoresistance. 

Les compositions pharmaceutiques comprenant une proteine E2IG4 ou 
un acide nucleique codant pour cette proteine, en association avec un vehicule 
5 pharmaceutiquement acceptable, font egalement partie de I'invention. 

L'invention a en outre pour objet une methode de traitement du diabete 
ou de ses complications, de I'obesite ou de I'insuiinoresistance, chez un 
mammifere, plus particulierement un huma'm, comprenant I'administration chez 
ce mammifere d'une quantite therapeutiquement efficace d'au moins un agent 
10 modulateur de I'expression ou de I'activite du gene E2IG4. 

Enfin l'invention concerne egalement une methode In vitro pour cribler 
ou identifier des composes utiles dans le traitement du diabete ou de ses 
complications, de I'obesite ou de I'insuiinoresistance, comprenant la mise en 
contact d'au moins un compose a tester avec une cellule capable d'exprimer le 
15 gene E2IG4, et revaluation du niveau d'expression de ce gene, une modulation 
(a savoir une augmentation ou une diminution, mais de preference une 
augmentation) du niveau d'expression de ce gene etant indicateur d'un 
compose utile dans le traitement du diabete ou de ses complications, de 
I'obesite ou de I'insuiinoresistance. 
20 L'invention concerne egalement une methode in vitro pour cribler ou 
identifier des composes utiles dans le traitement du diabete ou de ses 
complications, de I'obesite ou de i'insuiinoresistance, comprenant la mise en 
contact d'au moins un compose a tester avec une cellule capable d'exprimer 
U n-g6ne-rapporteur-asseeieHsle-maniere'Operante-avee-le-pre>mQteur~du-gene- 

25 E21G4, et revaluation du niveau d'expression du gene rapporteur, une 
modulation (a savoir une augmentation ou une diminution, mais de preference 
une augmentation) du niveau d'expression de ce gene etant indicateur d'un 
compose utile dans le traitement du diabete ou de ses complications, de 
I'obesite ou de rinsulinoresistance. 

30 Cette methode peut etre mise en ceuvre selon diverses techniques bien 

connues de I'homme du metier, par exemple en utilisant une cellule transfectee 
avec un acide nucleique comprenant la sequence SEQ ID n°1 . 
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Un autre objet de I'invention vise une methode in vitro de diagnostic ou 
prognostic d'un diabete, d'une obesite ou d'une insulinoresistance chez un 
sujet, dans laquelle on determine le niveau depression du produit du gene 
E2IG4 dans un echantiilon bioiogique d'un sujet, un niveau d'expression 
5 modifie par rapport a un echantiilon bioiogique d'un sujet controle etant 
indicateur d'un d6veloppement ou d'un risque accru de developper un diabete, 
une obesite ou une insulinoresistance chez ledit sujet. 

Le niveau d'expression du produit du gene E2IG4 peut etre determine 
de differentes manieres, de preference en evaluant la quantite de proteine 
10 E21G4 dans un echantiilon bioiogique d'un sujet, par exemple par les 
techniques classiques d'immunoessais. On peut egalement mesurer le taux 
d'expression d'ARNm transcrit a partir de ce gene. 

De maniere preferentielle, on cherche a detecter une diminution du : 
niveau d'expression du produit du gene E2IG4 par rapport au sujet controle,^ 
15 diminution indicatrice d'un developpement ou d'un risque accru de developper/ 
un diabete, une obesite ou une insulinoresistance. * 

Therapie genique 

20 Selon un mode de realisation particulier de I'invention, une th§rapie 

genique est mise en oeuvre. II s'agit d'administrer a un patient un acide 
nucleique qui code pour la proteine E2IG4, dans des conditions telles que la 
proteine est exprim6e in vivo par les cellules du patient dans lesquelles I'acide 
nucleique a ete transfere. 

25 L'acide nucleique administre comprend la sequence nucleotidique SEQ 

ID N° 3, ou n° 1, ou toute sequence homologue ou similaire, d6finies comme : 

i) des sequences similaires a au moins 70 % de Tune des 
sequences identifiees ; ou 

ii) des sequences hybridant avec Pune desdites sequences 
30 identifiees ou sa sequence complementaire, dans des conditions stringentes 

d'hybridation, ou 

iii) des sequences codant pour un polypeptide, tel que defini plus 

bas. 
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De preference, une sequence nucleotide homologue selon Invention 
est similaire a au moins 75 % des sequences identifies, de preference encore 
au moins 85 %, ou au moins 90 %, de preference au moins 95 %. 

De maniere preferentielle, une telle sequence nucleotidique homologue 
hybride specif.quement aux sequences complementaires de I'une des 
sequences identif.ees dans des conditions stringentes. Les parametres 
definissant les conditions de stringence dependent de la temperature a laquelle 
50% des brins apparies se separent (Tm). 

Pour les sequences comprenant plus de 30 bases, Tm est definle par la 
relation- Tm=81 ,5+0,41 (%G+C)+16,6Log(concentration en cations) - 
0 63(%formamide) -(600/nombre de bases) (Sambrook et a/., 1989, Molecular 
cloning : A Laboratory Manual, 2 nd Edition Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, New York). 

Pour les sequences de longueur inferieure a 30 bases, Tm est definie 

1 5 par la relation : Tm= 4(G+C) + 2 (A+T). 

Dans des conditions de stringence appropriees, auxquelles les 
sequences aspecifiques n'hybrident pas, la temperature d'hybridation peut etre 
de preference de 5 a 10°C en dessous de Tm, et les tampons d'hybridation 
utilises sont de preference des solutions de force ionique elevee telle qu'une 
20 solution 6xSSC par exemple. 

Le terme "sequences similaires" employe plus haut se refere a la 
ressemblance parfaite ou identite entre les nucleotides compares mais aussi a 
la ressemblance non parfaite que Ton qualifie de similitude. Cette recherche de 
stanMudesJapsJee^u^ 



25 les pyrimidines. 

Une sequence nucleotidique homologue inclut done toute sequence 
nucleotidique qui differe de Tune des sequences identif.ees, par mutation, 
insertion, deletion ou substitution d'une ou plusieurs bases, ou par la 
degenerescence du code genetique. 

30 Parmi de telles sequences homologues, sont comprises les sequences 

des genes de mammiferes autres que I'homme, de preference d'un primate, 
d«un bovin, ovin ou pore, ou encore d'un autre rongeur, ainsi que les variants 
alleliques. 
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La sequence codant la proteine E2IG4 est de preference associee a des 
elements permettant la regulation de son expression, tels qu'une sequence 
promoteur. 

Un tel acide nucleique peut etre notamment sous la forme d'un vecteur 
5 d'ADN, par exemple un vecteur plasmidique. 

Le vecteur d'ADN peut etre introduit in vivo par toute technique connue 
de I'homme du metier. En particulier, il est possible d'introduire le vecteur 
d'ADN in vivo sous une forme nue, c'est-a-dire sans I'aide d'un quelconque 
vehicule ou systeme qui faciliterait la transfection du vecteur dans les cellules 
10 (EP 465 529). 

Un canon a genes peut etre egalement employe, par exemple en 
deposant I'ADN a la surface de particules « en or » et en projetant celles-ci de 
maniere a ce que I'ADN penetre a travers la peau d'un patient. Des injections,; 
au moyen d'un gel liquide sont egalement possibles pour transfecter a la fois^ 
15 peau, muscle, tissu gras et tissu mammaire. ;. 

Des techniques de microinjection, electroporation, precipitation au*: 
phosphate de calcium, formulations a I'aide de nanocapsules ou de liposomes h 
sont d'autres techniques disponibles. 

Des nanoparticules en polyalkyl cyanoacrylate biod§gradabIes sont 
20 particulierement avantageuses. Dans le cas de liposomes, ("utilisation de 
lipides cationiques favorise I'encapsulation des acides nucleiques qui sont 
charges negativement, et facilite la fusion avec les membranes cellulaires 
charg^es n§gativement. 

De maniere alternative, le vecteur peut etre sous la forme d'un virus 
25 recombinant comprenant, inseree dans son genome, une sequence d'acide 
nucl§ique qui code pour le ou lesdits peptide(s). 

Le vecteur viral peut etre de preference choisi parmi un adenovirus, un 
retrovirus, en particulier un lentivirus, ainsi qu'un virus adeno-associe (AAV), un 
virus de I'herpes, un cytomegalovirus (CMV), un virus de la vaccine, etc. 
30 Des vecteurs lentivirus ont par exemple ete decrits par Firat et al., 

(2002), J. Gen. Ther. 4:38-45. 

De maniere avantageuse, le virus recombinant est un virus defectif. Le 
terme « virus defectif » designe un virus incapable de se repliquer dans une 
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cellule cible. Generalement, le genome des virus defectifs est denue d'au 
moins les sequences necessaires pour la replication dudit virus dans la cellule 
infectee. Ces regions peuvent etre soit eliminees, soit rendues non 
fonctionnelles ou encore substitutes par d'autres sequences et en particulier 
5 par Tacide nucleique qui code pour le peptide d'interet Neanmoins, de 
preference, le virus defectif conserve matgre tout les sequences de son 
genome qui sont necessaires pour 1'encapsulation des particules virales. 

ThSrapie proteique ou peptidique 
10 Dans un autre mode de realisation, ('augmentation de proteine E2IG4 

chez le patient peut etre obtenue en administrant au patient une proteine 
E2IG4 exogene, de preference purifiee, et eventuellement modifiee 
chimiquement ou enzymatiquement pour ameliorer sa stabilite ou sa 
biodisponibilite. 

15 Par "proteine E2IG4 exogene", on entend toute proteine comprenant la 

sequence d'acides amines SEQ ID N° 4 ou n° 2, ou toutes sequences 
variantes, homologues ou derivees, definies comme des sequences similaires 
a au moins 70 %, de preference au moins 80 %, de preference encore au 
moins 90 %, voire au moins 95 %, de la sequence de reference. 
20 Ces sequences peuvent egalement etre definies comme comprenant les 

sequences codees par une sequence d'acide nucleique hybridant avec la 
sequence de reference ou sa sequence complementaire, dans des conditions 
stringentes d'hybridation. 

^terTOe--Vimilaires'l^e^^ 



25 entre les acides amines compares mais aussi a la ressemblance non parfaite 
que Ton qualifie de similitude. Cette recherche de similitudes dans une 
sequence polypeptidique prend en compte les substitutions conservatives qui 
sont des substitutions d'acides amines de meme classe, teiles que des 
substitutions d'acides amines aux chaTnes laterales non chargees (tels que 
30 I'asparagine, la glutamine, la serine, la threonine, et la tyrosine), d'acides 
amines aux chalnes laterales basiques (tels que la lysine, I'arginine, et 
I'histidine), d'acides amines aux chaTnes laterales acides (tels que I'acide 
aspartique et I'acide glutamique) ; d'acides amines aux chatnes laterales 
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apolaires (tels que la glycine, I'alanine, la valine, la leucine, I'isoleucine, la 
proline, la phenylalanine, la methionine, 1e tryptophane, et la cysteine). 

Plus generalement, par "sequence d'acides amines variante, 
homologue, ou derivee", on entend done toute sequence d'acides amines qui 
5 differe de la sequence de reference par substitution, deletion et/ou insertion 
d'un acide amine ou plusieurs acides amines, de preference d'un nombre 
reduit d'acides amines, notamment par substitution d'acides amines natureis 
par des acides amines non natureis ou pseudo-acides amines a des positions 
telles que ces modifications ne portent pas significativement atteinte a I'activite 
10 biologique de la proteine. 

L'homologie est generalement determinee en utilisant un logiciel 
d'analyse de sequence (par exemple, Sequence Analysis Software Package of 
the Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 
1710 University Avenue, Madison, Wl 53705). Des sequences d'acides amines 
15 similaires sont alignees pour obtenir le maximum de degre d'homologie (i.e. "» 
identite ou similitude, comme defini plus haut). A cette fin, il peut etre 
necessaire d'introduire de maniere artificielle des espaces (« gaps ») dans la 
sequence. Une fois I'alignement optimal realise, le degre d'homologie est etabli 
par enregistrement de toutes les positions pour lesquelles ies acides amines 
20 des deux sequences comparees sont identiques, par rapport au nombre total 
de positions. 

De preference, les peptides « variants », « homologues », ou « derives » 
sont de meme longueur que les sequences de reference. 

La proteine E2IG4 peut etre synthetisee par toutes les methodes bien 
25 connues de I'homme du metier, par exemple par les techniques de la chimie de 
synthese, telles que la synthese de type Merrifield qui est avantageuse pour 
des raisons de purete, de specificite antigenique, d'absence de produits 
secondaires non desires et pour sa facilite de production. 

Une proteine recombinante peut egalement etre produite par un 
30 precede, dans lequel un vecteur contenant un acide nucleique comprenant 
I'une des sequences identifies ou une sequence homologue est transfere 
dans une cellule h6te qui est mise en culture dans des conditions permettant 
('expression du polypeptide correspondant. 
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La proteine produite peut ensuite etre recuperee et purifiee. 

Les precedes de purification utilises sont connus de I'homme du metier. 
Le polypeptide recombinant obtenu peut etre purifie a partir de lysats et extraits 
cellulaires, du surnageant du milieu de culture, par des methodes utilisees 
individuellement ou en combinaison, telles que le fractionnement, les methodes 
de chromatographic les techniques d'immunoaffinite a i'aide d'anticorps mono- 
ou polyclonaux specifiques, etc. 

Agents modulateurs et methodes de criblage 
Selon un autre mode de realisation de IMnvention, la modulation de 
I'activite de la proteine E2IG4, a savoir son activation ou son inhibition, peut 
etre realisee par mise en ceuvre d'agents modulateurs divers, par exemple 
identifies par des methodes de criblage. 

Un objet de IMnvention est ainsi une methode pour cribler ou identifier 
des composes utiles dans le traitement du diabete ou de ses complications, de 
I'obesite ou de lMnsulinor6sistance, comprenant la mise en contact d'au moms 
un compose a tester avec une cellule capable d'exprimer le gene E21G4, et 
revaluation du niveau ^expression de ce gene, une modulation (a savoir une 
augmentation ou une diminution, de preference une augmentation) du niveau 
^expression de ce gene etant indicateur d'un compos6 utile dans le traitement 
du diabete ou de ses complications, de I'obesite ou de IMnsulinoresistance. 

Le niveau ^expression du gene E21G4 chez les cellules soumises au 
compose a tester peut etre compare au niveau ^expression controle, des 

celluies-qui-ne-sont-pas-soumises-au-eemposer- — 

5 Le compose a tester peut etre de nMmporte quel type. II peut s'agir de 

composes ou melanges de composes, naturels ou synthetiques. II peut 
egalement s'agir d'une substance structurellement definie ou de structure 
inconnue, par exemple un extrait biologique. 

Les cellules mises en ceuvre dans les methodes de criblage peuvent 
etre des cellules exprimant naturellement E2IG4, telles que des cellules FAO, 
H4IIE, AtT20, MCF-7 ou INS-1, ou peuvent etre des cellules holes 
transferees, de maniere transitoire ou stable, par des vecteurs ^expression 
du produit du gene E2IG4. Ces cellules peuvent etre obtenues par 
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Tintroduction dans des cellules hotes, procaryotes ou eucaryotes, d'une 
sequence nucleotidique insen§e dans un vecteur tel que defini ci-dessus, puis 
la mise en culture desdites cellules dans des conditions permettant la 
replication et/ou Texpression de la sequence nucleotidique transfectee. 
5 Des exemples de cellules hotes incluent notamment des cellules de 

mammiferes, telles que les cellules CHO, COS-7, 293, MDCK, des cellules 
d'insectes telles que les cellules SF9, des bacteries telles que E. coli et des 
souches de levures. 

Le niveau d'expression peut etre evalue en determinant le niveau de 
10 transcription du gene ou le niveau de traduction de la proteine codee par ce 
gene E2IG4, directement ou par le biais d'un gene rapporteur par exemple. 

Les tests les plus courants pour suivre la transcription (c'est a dire 
determiner le niveau de transcription) du gene cible (ici le gene E2IG4) ou du 
g§ne rapporteur font appel a la technique du Northern Blot Les tests pour- 
15 suivre la traduction (c'est a dire determiner le niveau de traduction) de la/, 
proteine E2IG4 ou de la proteine rapporteur peuvent notamment faire appefc, 
aux techniques d'immunoessais, ou utiliser les techniques de detection*, 
fluorometriques, luminescentes ou autres, des proteines rapporteurs (Green- 
Fluorescent Protein GFP ; Luciferase ; Chloramphenicol acetyltransferase 
20 CAT, etc). 

Les techniques d'immunoessais peuvent etre realis6es selon divers 
formats bien connues de Phomme du metier, par exemple par dosage ELISA, 
radioimmunoessai, immunoessais in situ, Western blot, immunofluorescence, 
etc. Les anticorps anti-proteine E2IG4 utiles pour detecter la proteine E2IG4 
25 peuvent etre produits comme decrits ci-apres. 

Anticorps 

La pr§sente invention comprend egalement la production d'anticorps 
anti-proteine E2IG4, qui peuvent etre utiles dans les methodes de criblage 
30 decrites plus haut, ou en tant qu'agents modulateurs d'interet, en particulier en 
tant qu'agents inhibiteurs de I'activite de la proteine E2IG4, et ce d'autant plus 
qu'ils presentent un pouvoir bloquant. On parle alors d'anticorps inhibiteurs. 
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Les anticorps utiles selon Invention peuvent etre des anticorps 
monoclonaux ou des serums polyclonaux, de preference monospecifics. 

Les anticorps monoclonaux peuvent etre obtenus selon la methode 
classique de fusion lymphocytaire et culture d'hybridomes decrite par Kohler et 
Milstein, Nature, 1975, 256 : 495-497. D'autres methodes de preparation 
d'anticorps monoclonaux sont egalement connues (Harlow et al, ed., 1988 « 
Antibodies : a laboratory manual »). Les anticorps monoclonaux peuvent etre 
prepares en immunisant un mammifere (par exemple une souris, un rat, un 
lapin, voire un etre humain, etc..) et en utilisant la technique de fusion 
lymphocytaire conduisant a des hybridomes (Kohler et Milstein, 1975). 

Des techniques alternatives a cette technique usuelle existent. On peut, 
par exemple, produire des anticorps monoclonaux par expression d'un acide 
nucleique clone a partir d'un hybridome. On peut egalement produire des 
anticorps par la technique d'expression sur phage (« phage display »), en 
introduisant des ADNc d'anticorps dans des vecteurs, qui sont typiquement des 
phages filamenteux qui presentent des banques de genes V a la surface du 
phage (par exemple fUSE5 pour E.coli, Scott, J.K. et Smith, G.P., Science, 
1990, 249 :386-390). Des protocoles de construction de ces banques 
d'anticorps sont decrits dans Marks et al, 1991, J. Mol. Biol, 222 .581-597. 

Les anticorps polyclonaux peuvent etre obtenus a partir du serum d'un 
animal immunise contre un antigene de nature peptidique selon les modes 
operators usuels. On peut ainsi comme antigene la proteine E2IG4 ou un 
fragment peptidique approprie de celle-ci, pouvant etre couple par 
Kntermediaii^^ 

sont immunises avec I'equivalent de 1mg de I'antigene peptidique. A des 
intervalles de quatre semaines, les animaux sont traites par des injections de 
200 pg d'antigene et saignes 10 a 14 jours plus tard. Apres la troisieme 
injection, I'anti-serum est examine pour determiner sa capacite a se lier au 
peptide antigene radiomarque a I'iode, prepare par la methode chloramine-T et 
est ensuite purifie par une chromatographie sur colonne echangeuse d'ion 
carboxymethyl cellulose (CMC). Les molecules d'anticorps sont ensuite 
recueillies dans les mammiferes et isolees jusqu'a la concentration souhaitee 
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par les methodes bien connues de l'homme de Part, par exemple, en utilisant 
DEAE Sephadex pour obtenir la fraction IgG. 

Autres agents inhibiteurs 
Parmi les agents modulateurs utiles selon 1'invention, peuvent 
egalement etre utilises des fragments peptidiques de la proteine E21G4, qui 
inhibent I'activite de la proteine E21G4 par interaction avec celle-ci ou avec un 
de ses effecteurs. 

10 Repression de la transcription 

Selon un aspect de 1'invention, la modulation de regression de E2IG4 
est realisee en inhibant ou reprimant la transcription du gene. L'homme du 
metier salt choisir la strategie la plus adaptee dans ce but. 

Par exemple, des acides nucleiques antisens, dont les ribozymes, 
peuvent etre utilises. Une therapie antisens met generalement en ceuvre un 
vecteur, tel qu'un vecteur viral, qui porte la sequence antisens, inhibition etaqt 
alors generalement stable puisque le vecteur va s'integrer dans le genome. On 
peut egalement utiliser des oligonucleotides antisens, qui procurent une 
inhibition transitoire de I'expression. 

On peut egalement mettre a profit la technologie des ARN interferents 
(siRNAs), qui empeche un gene de produire une proteine fonctionnelle en 
detruisant l'ARN messager (Bass, Cell, 2000, 101:235-238 ; Sharp, Genes 
Dev. 2001, 15:485:490). 

95 Compositions pharmaceutiques 

Un objet de 1'invention est une composition pharmaceutique 
comprenant, en tant que principe actif, un agent modulateur de I'expression ou 
de I'activite du gene E2IG4 avec un ou plusieurs excipients 
pharmaceutiquement acceptables. Comme decrit plus haut, cet agent 
modulateur peut etre un compose de synthese chimique, un ARN antisens ou 
interferent, ou encore un anticorps anti-E2IG4. 

Un autre objet de 1'invention est une composition pharmaceutique 
comprenant, en tant que principe actif, une proteine E2IG4 ou acide nucleique 
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qui comprend une sequence codant pour cette proteine, avec un ou plusieurs 
excipients pharmaceutiquement acceptables. 

Par "excipient" ou "vehicute pharmaceutiquement acceptable", on 
entend tout solvant, milieu de dispersion, agents retardant 1'absorption etc, qui 
ne produisent pas de reaction secondaire, par exemple allergique, chez 
I'humain ou Panimai. 

La posologie depend naturellement de Pactif considere, du mode 
d'administration, de indication therapeutique, de Page du patient et de son 
etat 

La dose de proteine ou d'anticorps est preferablement de 0,1 a 250 
mg/kg par jour, de preference de 1 a '100 mg/kg par jour. 

Quand les compositions pharmaceutiques comprennent des acides 
nucleiques, les doses d'acide nucleique (sequence ou vecteur) a administrer 
sont adaptees egalement en fonction notamment du mode d'administration, de 
la pathoiogie ciblee ainsi que de la duree de traitement. Generalement, lorsque 
des virus recombinants sont utilises, ceux-ci sont formules et administres sous 
la forme de doses d'environ 104 a 1014 pfu/ml, de preference 106 a 1010 
pfu/ml. Le terme « pfu » (unite formant plage) correspond a Pinfectivite d'une 
solution virale, et peut etre determinee en infectant une culture cellulaire 
appropri6e et en mesurant, generalement apres 48 heures, le nombre de 
plages de cellules infectees. Les techniques pour determiner le titre pfu d'une 
solution virale sont bien decrites par la litterature. 

Lorsque Tad ministration par voie parenteral est envisagee, plus 
particulierement-par-injectionHes-oo 
les principes actifs se trouvent sous la forme de solutes et suspensions 
injectables conditionnees en ampoules ou flacons pour perfusion lente. 
L'injection peut notamment etre realisee par voie sous-cutanee, intramusculaire 
ou intraveineuse. 

Dans le cas d'une administration par voie orale, les compositions de 
Pinvention se trouvent sous la forme de gelules, comprimes effervescents, 
comprimes nus ou enrobes, sachets, dragees, ampoules ou solutes buvables, 
microgranules ou formes a liberation prolongee. 
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Les formes pour l'ad ministration parenteral sont obtenues de facon 
conventionnelle par melange du ou des principes actifs avec des tampons, des 
agents stabilisants, des conservateurs, des agents solubilisants, des agents 
isotoniques et des agents de mise en suspension. Conformement aux 
5 techniques connues, ces melanges sont ensuite sterilises puis conditionnes 
sous la forme d'injections intraveineuses. 

A titre de tampon, I'homme du metier pourra utiliser des tampons a base 
de sels de phosphate organique. 

Des exemples d'agents de mise en suspension englobent le 
10 methylcellulose, I'hydroxyethylcellulose, rhydroxypropylcellulose, I'acacia et la 
carboxymethylcellulose sodique. 

En outre, des stabilisants utiles selon Invention sont le sulfite de sodium 
et le metasulfite de sodium, tandis que I'on peut citer le p-hydroxybenzoate de. 
sodium, I'acide sorbique, le cresol et le chlorocresol en tant que conservateurs., 
15 Pour la preparation de solution ou de suspension orale, les principes actifs sont, 
dissous ou mis en suspension dans un vehicuie approprie avec un agent 
dispersant, un agent humectant, un agent de mise en suspension (par exemple. 
la polyvinylpyrrolidone), un conservateur (tel que le m6thylparaben ou le, 
propylparaben), un agent correcteur de gout ou un colorant. 
20 Pour la preparation de microcapsules, les principes actifs sont combines 

a des diluants appropries, des stabilisants appropries, des agents favorisant la 
liberation prolongee des substances actives ou tout autre type d'additif pour la 
formation d'un noyau central qui est ensuite revetu d'un polymere approprie 
(par exemple une resine hydrosoluble ou une resine insoluble dans I'eau). Les 
25 techniques connues de I'homme du metier seront utilisees a cet effet. 

Les microcapsules ainsi obtenues sont ensuite eventuellement 
formulees dans des unites de dosage appropriees. 

Une administration par voie ocuiaire peut egalement etre envisagee. 
La composition pharmaceutique de invention se presente alors sous la 
30 forme d'une composition ophtalmique pour administration locale dans I'cei!, par 
exemple comme un collyre, ou une creme ophtalmique. 

Les agents modulateurs ou les composes proteiques peuvent egalement 
etre formules sous la forme de liposomes. Les liposomes sont formes a partir 
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de phospholipides qui sont disperses dans un milieu aqueux et forment 
spontanement des vesicules bicouches concentriques multilamellaires. Ces 
vesicules ont generalement un diametre de 25 nm a 4 urn et peuvent etre 
soniquees, conduisant a la formation de vesicules plus petites unilameliaires, 
5 de diametre de 200 a 500 A, contenant une solution aqueuse en leur cceur. 

Les liposomes peuvent etre particulierement avantageux pour 
administrer le medicament a une cible cellulaire ou tissulaire precise. Pour 
cela, les lipides peuvent etre couples chimiquement a des molecules de 
ciblage, tels que des peptides de ciblage (par exemple hormones), ou des 
10 anticorps. 

Applications diagnostiques 
Selon un autre aspect de I'invention, I'identification du gene E2IG4 
comme gene repondeur a rinsuline ouvre des applications pour le diagnostic 
15 ou prognostic d'un diabete, d'une obesite ou d'une insulinoresistance chez un 
sujet. 

De maniere generate, le terme « diagnostic » se comprend comme la 
determination ou la confirmation d'une pathologie chez un sujet. 

Le sujet ou patient peut etre un mammifere, plus particulierement un 
20 humain, quel que soit son §ge, sexe, et etat de sante. Le sujet teste peut etre 
asymptomatique, ou considere comme etant susceptible de ou predispose a 
developper un diabete, une obesite ou une insulinoresistance, notamment en 
raison de ses antecedents familiaux. On parlera alors d'ailleurs plut6t de 

«-prognostic-»-.- -— — ■ — 

25 Le sujet « controle » peut etre un sujet sain. Dans le cas oti Ton cherche 

a suivre revolution d'une des pathologies citees, il est utile de determiner a un 
moment donne le niveau d'expression du produit du gene E2IG4 chez un sujet 
test, puis de determiner de nouveau ce niveau d'expression ulterieurement, a 
un autre moment (I'intervaHe de temps pouvant etre de I'ordre de plusieurs 
30 semaines, mois, voire annees). Le sujet « controle » lors de cette deuxieme 
determination est alors le sujet « test » lors de la premiere determination. 
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Le niveau d'expression du produit du gene E2IG4 peut etre determine 
de differentes manieres, de preference en detectant et/ou quantifiant la 
proteine E2IG4 dans un echantillon biologique d'un sujet 

Par « echantillon biologique », on entend notamment du sang, serum, 
urine, ou encore une biopsie tissulaire. 

La quantite de proteine E2IG4 peut etre determiner par exemple par les 
techniques classiques d'immunoessais, incluant les essais par competition, par 
reaction directe, ou de type sandwich. On peut citer notamment les Western 
blots, ELISA, RIA, immunoprecipitation, etc. Les reactions mettent 
generalement en ceuvre des marqueurs de revelation, tels que des marqueurs 
fluorescents, radioactifs ou enzymatiques. Pour ces techniques 
d'immunoessais, on utilise un anticorps dirige contre la proteine E2IG4, comme 
decrit plus haut, de preference un anticorps monoclonal. 

On peut egalement mesurer le taux d'expression d'ARNm transcrit a, 
partir du gene E21G4. Pour cela, on extrait generalement l'ARNm d'un. 
echantillon biologique (par exemple un 6chantillon de cellules ou de tissu) 
selon les techniques standard, puis on soumet cet ARNm a des techniques' 
d'hybridation (par exemple de type Northern Blot) et /ou d'amplification (pan 
exemple PCR), a I'aide d'oligonucleotides hybridant specifiquement avec la 
s6quence du gene E2IG4. Les complexes d'hybridation formes ou les produits 
d'amplification sont ensuite detectes a I'aide de ligands fluorescents, 
radioactifs, enzymatiques, ou autres. 

Les exemples et figures suivantes illustrent I'invention sans en limiter sa 
portee. 

LEGENPE DES FIGURES : 

Figure 1 : La figure 1 est un graphe representant la mesure de I'effet de 
I'insuline sur le niveau d'expression d'un gene controle (la glucokinase 
hepatique) chez des rats STZ. 

Figure 2 : La figure 2 est un graphe representant la mesure de I'effet de 
I'insuline sur le niveau d'expression du gene EHH chez des rats STZ. 
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EXEMPLES : 

— > 

Exemale 1 : 

5 Identification par Differential Display clu gene EHH induit par I'insuiine, et 

clonage de ce gene 

Les inventeurs ont choisi des modeles developpes a partir de rats 
allaites, ages de 12 jours (12DR), n'ayant jamais ete expos6s a des taux 
effectifs d'insuline. 

10 Plusieurs observations rapportant I'effet de I'insuiine sur I'expression du 

gene de la glucokinase, ont oriente ce choix de modeles experimentaux. La 
glucokinase est utilisee dans cette etude comme reference et contr6le de 
Taction de rinsuline au niveau hepatique. 

II a notamment ete rapporte que dans le foie, i'insuiine controle 
15 I'expression de la glucokinase au niveau transcriptionnel (Magnuson et al., 
1989, Proc. Natl Acad. Sci. USA, 86(13):4838-42). 

Par ailleurs, chez le rat, la glucokinase hepatique apparaTt pour la 
premiere fois au cours de la transition allaitement/sevrage (animal age de 2 a 3 
semaines) (lynedjian et al., 1987, J. Biol. Chem. 262(1 3):6032-8). Les facteurs 
20 proteiques necessaires sont done exprimes a cette periode. 

Lors de la mise en culture d'hepatocytes de rats n'ayant jamais exprime 
la glucokinase, I'addition d'insuline induit Taccumulation des ARN messagers 
specifiques avec une periode de latence de 18 a 24 heures. II a ete montre par 

Bo3sard~^t-atT^947--Earr^Bioche 

25 necessaire a la traduction d'une ou plusieurs proteines regulees par I'insuiine. 

A partir de ces observations, les inventeurs se sont interesses a Taction 
de I'insuiine sur I'expression de genes cibles tels que la glucokinase par 
Tintermediaire d'effecteurs qui doivent §tre neo-synthetises au moment de la 
premiere induction du gene. Pour identifier ces effecteurs, les inventeurs ont 
30 choisi d'etudier Tensemble des genes induits a cette periode particuliere dans 
deux modeles complementaires : 

- Modele in vivo : Tadministration d'une charge orale de glucose a des 
rats allaites ages de 12 jours (12DR) conduit a une augmentation de leur 
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insutinemie, entrainant I'induction de I'ensemble des genes insulino- 
dependants. En prelevant leur foie a differents temps, on peut suivre 
I'accumulation des ARN messagers des genes stimules par I'insuline. 

- Modele in vitro : les hepatocytes de rats ages de 12 jours sont mis en 
5 culture dans des conditions basales sans insuiine et sans glucose. L'addition 

d'insuline au milieu de culture induit {'accumulation progressive des ARN 
messagers des genes regules par cette hormone. 

La complementarity de ces deux modeles presente plusieurs avantages: 

- ('utilisation d'un modele in vivo permet l'etude des genes chez I'animal, 
10 dans des conditions physiologiques. 

- le modele in vitro permet d'observer les genes induits par I'insuline, 
independamment de I'effet du glucose. 

Ainsi, en choisissant les genes induits a la fois in vitro et in vivo, les 
inventeurs ont selectionne les genes induits par I'insuline seule. 

15 ' 

Materiels et methodes 
a) Culture primaire des heoatocvtes et prep aration des ARN : 
6/8 animaux (rats Witsar) ages de 10 jours, sont anesthesies avec,du 
pentobarbital, les foies sont perfuses et les hepatocytes sont isoles comme 
20 decrit dans Narkewicz et al., 1990, Biochem J M 271(3):585-9. Les cellules sont 
ensemencees a une densite de 8.1 0 6 cellules par boTte de culture 100 mm 
dans un milieu M199 (Gibco), contenant 0,1 % de BSA, des antibiotiques et2% 
d'Ultroser. Apres quatre heures d'adherence, le milieu est remplace par un 
milieu de culture M199 sans glucose, complemente avec des antibiotiques, du 
25 lactate et pyruvate ainsi que de I'insuline (100 nM). La culture est arretee a 
differents temps (entre 0 et 24 heures) apres l'addition d'insuline. Les cellules 
sont lavees deux fois dans un tampon PBS, puis lysees dans un tampon pour 
la preparation d'ARN selon le protocole decrit par Chirgwin et al., 1979, 
Biochemistry, 18(24):5294-9. 
30 b*> Prelevement des foies et preparation des ARN : 

6 rats (Witsar) ages de 10 jours sont isoles de leur mere trois heures 
avant administration d'une charge orale de glucose (200 mg/animal). Un animal 
est sacrifie consecutivement au gavage (T 0 H). Les autres sont sacrifies 
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toutes les heures (T I H a T 5 H). Les foies sont preleves puis broyes 
immediatement apres la mort de I'animal. Les ARN sont prepares selon le 
protocole commercial RNAwiz (Ambion). 
c\ Differential display : 

Les ADNc totaux sont synthetises par transcription inverse par 
romniscript Reverse Transcriptase (Qiagen) a partir de chacune des 
preparations d'ARN decrites ci-dessus. La procedure du Differential Display 
suit le protocole du kit DELTA Differential Display (Clontech). Les ADNc ont ete 
amplifies par PCR en utilisant consecutivement des couples d'amorces 
10 aleatoires selon les conditions de PCR suivantes : trois cycles de 5 minutes a 
94°C, 2 minutes a 40°C, 5 minutes a 68°C, puis 30 cycles de 45 secondes a 
94°C, I minute a 60°C et 2 minutes a 68°C et enfm 7 minutes a 68 0 C. Les 
produits de PCR ainsi generes ont ete separes par electrophorese sur gel 
d'acrylamide 4,5 % (Genomix). L'ADNc EI1H a ete synthetise en utilisant le 
15 couple d'oligonucleotides P6 : 5'-ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGTG-3« 
(SEQ ID N° 5) et T11 : 5'-CATTATGCTG AGTGATATCTTTTTTTTTTTG -3' 
(SEQ ID N° 6). Cet ADN a ete excise du gel, elue, reamplifie par PCR avec les 
primers P6 et T1 1 puis sequence. 

ri) Amplification rapide des extremites de I' ADN c (RACE) : 
20 Pour obtenir I'ADNc complet du gene EllH, les inventeurs ont suivi la 

procedure commerciale de SMART RACE (Clontech), puis ont utilise les 
amorces U6 : 5-ACGCGGGGGGGTCGCCTAGGTG-3' (SEQ ID N°7) et 

L10: S'-GATGGAAAGAGCTCTTACATGTGTTTATT-S' (SEQ ID N°8) 

iOTTdarit^sp-e^tiveTTrent^ux-^xtremites~-5^^t^ 

25 synthetiser puis doner I'ADNc complet. 

Resultats 

Pour identifier de nouveaux genes hepatiques regul§s par I'insuline, les 
inventeurs ont utilise la technique du Differential Display. L'etude preferentielie 
30 a ete menee en parallele sur chacun des modeles In vitro et in vivo decrits ci- 
dessus. Le critere de selection portait sur les produits de PCR amplifies 
seulement en presence d'insuline. 
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Sur 110 genes, 30 presentaient un caractere differentiel. Ces 30 genes 
candidats ont ete clones, puis le caractere differentiel de ces genes a de 
nouveau ete teste par RT-PCR semi-quantitative, dans differentes conditions 
d'incubation par Pinsuiine dans le foie et les hepatocytes en culture. Ce test a 

5 notamment permis d'ecarter les faux-positifs, et les genes repondeurs connus. 

Finalement, le couple d'amorces P6 et T1 1 a genere un fragment d'ADN 
de 800 pb dont le profil differentiel correspondait aux criteres de selection et qui 
a ete appele EIIH. En utilisant cet ADN comme sonde par Northern Blot, les 
inventeurs ont detecte un signal de 2,5 kb correspondant a la taille de I'ARN 

10 messager exprim6 dans le foie. 

L'ADNc EIIH de pleine longueur a ensuite ete synthetise par PCR a 
partir de la sequence obtenue par les experiences de 5' et 3' RACE. 

L'analyse informatique de cette sequence indique la presence, d'une 
ORF (cadre ouvert de lecture) codant une proteine. 

15 Afin de savoir si cette proteine etait traduite, les inventeurs ont clone 

I'ADNc dans un vecteur d'expression : pTargeT(TM) Mammalian Expression 
System (Promega). Des experiences de transcription/traduction in vitro (TNT 
Coupled Reticulocyte Lysate Systeme, promega) r§alisees sun cette 
construction montrent que le gene EIIH code pour une proteine d,e taille 

20 apparente sur gel d'acrylamide de 35kD (Taille theorique attendue=38kD). 



Exemple 2 : 

Etude de la localisation intracellular de la proteine 

25 Afin de connaTtre la localisation intra-cellulaire de cette proteine, les 

inventeurs ont exprime dans des cellules, la proteine EIIH fusionnee a une 
autre proteine, la green fluorescent protein (GFP) facilement detectable par 
fluorescence directe en microscopie. 

Pour cela, la sequence codante de I'ADNc EIIH a ete donee dans un 

30 vecteur adequat (pEGFP-N1), permettant d'exprimer la GFP en fusion avec la 
partie C terminale de la proteine EIIH dans des cellules prealablement 
transferees avec ce plasmide (expression transitoire). 
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a). Transfectjon de cellules COS ave r, plasmide exprimant la proteine 

EI1H fusionnSe a la GFP : 

Les cellules COS sont transferees avec la construction plasmidique 

decrite plus haut et en utilisant la technique Lipofectamine. 

Uobservation en microscopie a fluorescence montre qu'environ 40 % 
des cellules sont fluorescentes. Le marquage est intense et semble etre 
concentre en certains points des cellules. 

Uobservation de ces cellules en microscopie confocale permet d'affiner 
la vision de la localisation cellulaire de la proteine EHH-GFP. Dans ce but, les 
inventeurs ont reproduit ces experiences et etale puis fixe les cellules (au 
paraformaldehyde) sur lamelles, qui sont visualisees en microscopie confocale. 

La fluorescence observee dans ces cellules est intense et semble etre 
concentree en certains points localises dans le cytoplasme (pas de 
fluorescence observee dans le noyau ou a la membrane plasmique). La 
repartition de ce marquage indique que cette proteine n'est pas cytosoluble, 
mais semble plutot etre associee a des micro-organelles cytoplasmiques qui 
peuvent etre le reticulum endopiasmique et/ou I'appareil de Golgi et/ou des 
structures de type vesiculate (secretion ou autres). Les inventeurs ont 
remarque la presence constante d^un marquage fluorescent plus intense dans 
une zone proche du noyau qui pourrait etre I'appareil de Golgi. L'association de 
cette proteine a des structures vesiculates suggere qu'elle puisse etre 
secretee. 



nFP dans les cellules CHO-IR 

Dans le but de confirmer ces resultats, des cellules CHO exprimant le 
recepteur de Tinsuline de fagon constitutive(CHO-IR) ont ete transferees avec 
le plasmide exprimant la proteine de fusion EIIH-GFP. 

Uobservation de ces cellules en microscopie confocale indique que la 
) localisation intracellular de la proteine de fusion EIIH-GFP est semblable a 
celle observee precedemment dans les cellules COS. 
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Exemole 3 : 

Expression du gene EHH dans differentes lignees cellulaires 

Les inventeurs ont ensuite etudie I'expression du gene EIIH dans un 
tissu (placenta) et des lignees cellulaires differentes de celles testees 
5 precedemment : placenta, FAO, HepG2, H4IIE, AtT20, HIT, MCF-7 et INS-1. 
D'apres I'analyse en Northern blot, ce gene ne semble pas etre exprime dans 
les cellules HepG2, et les cellules HIT. En revanche, le gene est exprime dans 
le placenta de rat, les cellules FAO et AtT20, ainsi que MCF-7 et INS-1 et a un 
niveau moindre dans les cellules H4UE. 

10 

Exemple 4 : 

Effets de Tinsuline sur i'expression du gene EIIH chez le rat ~ 

Le gene EIIH est exprime dans le foie de rat allaite consecutiveraent a 
15 une administration de glucose (c'est-a-dire apres une augmentation de 
I'insulinemie), et dans des hepatocytes en culture primaire apres addition de 
I'insuline dans le milieu de culture. 

Par Northern Blot, les inventeurs ont etudie plus precisement les 
cinetiques d'induction de ce gene dans le foie. II a ainsi ete determine que : 
20 - I'addition d'insuline a des hepatocytes d'animaux ages de 12 jours en 

culture primaire entratne une accumulation rapide et transitoire des ARN 
messagers EIIH. En effet, on observe un pic d'expression de ce gene en 
moyenne trois heures apres I'ajout d'insuline. Cette observation est reproduite 
sur des hepatocytes d'animaux adultes (a jeun), suggerant un role de ce gene 
25 consecutif a I'insuline, quel que soit rage de I'animal. 

- in vivo, dans les foies d'animaux ages de 12 jours, le gene EIIH est 
induit en moins d'une heure apres stimulation par I'insuline, 

Par ailleurs, douze rats adultes ont ete traites avec de la streptozotocine. 
3 jours apres I'injection, 6 rats ont des glycemies comprises entre 350 et 
30 500mg/dl. Le foie de 4 rats a ensuite ete preleve (condition basale). Les 
inventeurs ont injecte de I'insuline (20U/kg) aux 2 autres rats et preleve leur 
foie 2h apres I'injection. Apres avoir prepare les ARN a partir de ces differents 
organes, ils ont mesure le taux d'expression du g6ne par la technique de PCR 
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en temps reel et compare ('expression du gene avant et apres le traitement par 
rinsuttne. L'injection d'insuline a des rats STZ entratne une augmentation de 
('expression du gene EHH d'un facteur 3, confirmant in vivo I'effet stimulateur 
de I'insuline seule sur le niveau depression du gene EIIH. 

Les resultats de deux experiences independantes sont represents aux 

figures 1 et 2. 

Dans toutes les experiences menees, on a remarque que la cinetique 
d'accumulation de I'ARN messager EIIH est precoce et precede celle de la 
glucokinase. 
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Exemple 5 : 

Expression du gene EIIH sous I'effet de I'insuline chez ia souris 

Les inventeurs ont etudie par Northern blot, I'expression et la regulation 
15 du gene EIIH par I'insuline chez la souris. Pour cela lis ont administre une 
charge orale de glucose a des souris prealablement mises a jeun et ils les ont 
sacrifices a differents temps 0,1h, 2h, 4h, 6h, 8h et 10h. Les inventeurs ont 
observe une induction du gene EIIH au cours du temps, semblable a celle 
observee chez le rat. 

20 Ce resultat renforce le lien entre I'expression du gene EIIH et I'effet de 

I'insuline puisqu'il permet d'etendre les resultats obtenus chez le rat a une 
autre espece animale, la souris, indiquant que cet effet n'est pas une 
particularite du rat. 
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REVEMDICATIONS 

1 . Utilisation d'un agent modulateur de I'expression ou de I'activite du gene 
E21G4, pour la fabrication d'un medicament destine au traitement du 
diabete ou de ses complications, de I'obesite ou de I'insulinoresistance. 

2. Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle I'agent modulateur est 
un activateur de I'activite de la proteine E2IG4. 

3. Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle I'agent modulateur est 
un inducteur de I'expression du gene E2IG4. 

4. Utilisation selon la revendication 1 , dans laquelle I'agent modulateur est 
un inhibiteur de i'activite de la proteine E2IG4. 

5. Utilisation selon la revendication 4, dans laquelle I'agent modulateur est 
un anticorps anti-proteine E2IG4 bloquant. 

6. Utilisation selon la revendication 1 , dans laquelle I'agent modulateur est 
un represseur de I'expression du gene E2IG4. 

7. Utilisation selon la revendication 6, dans laquelle I'agent modulateur est 
un acide nucleique anti-sens du gene E2IG4. 

8. Utilisation selon la revendication 6, dans laquelle I'agent modulateur est 
un ARN interferent (ARNi) bloquant I'expression du gene E2IG4. 

9. Composition pharmaceutique comprenant la proteine E2IG4, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
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10. Utilisation du produit du gene E2IG4, pour la fabrication d'un 
medicament destine au traitement du diabete ou de ses complications, 
de I'obesite ou de I'insulinoresistance. 

11. Composition pharmaceutique comprenant un acide nucleique codant 
pour la proteine E2IG4, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

12. Utilisation d'un acide nucleique codant pour la proteine E2IG4 pour la 
fabrication d'un medicament destine au traitement du diabete ou de ses 
complications, de I'obesite ou de I'insulinoresistance. 

13. Methode in vitro pour cribler ou identifier des composes utiles dans le 
traitement du diabete ou de ses complications, de I'obesite ou de 
I'insulinoresistance, comprenant la mise en contact d'au moins un 
compose a tester avec une cellule capable d'exprimer le gene E2IG4, ou 
et revaluation du niveau d'expression de ce gene, une modulation du 
niveau d'expression de ce gene etant indicateur d'un compose utile 
dans le traitement du diabete ou de ses complications, de I'obesite ou 
de I'insulinoresistance. 

14. Methode selon la revendication 13, dans laquelle la cellule est une 
cellule transferee avec un acide nucleique comprenant la sequence 
SEQIDn°1. 

15. Methode in vitro pour cribler ou identifier des composes utiles dans le 
traitement du diabete ou de ses complications, de I'obesite ou de 
rinsulinoresistance. comprenant la mise en contact d'au moins un 
compose a tester avec une cellule capable d'exprimer un gene 
rapporteur associe de maniere operante avec le promoteur du gene 
E2IG4, et revaluation du niveau d'expression du gene rapporteur, une 
modulation du niveau d'expression de ce gene etant indicateur d'un 
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compose utile dans le traitement du diabete ou de ses complications, de 
I'obesite ou de I'insulinoresistance. 

16. Methode selon I'une des revendications 13 a 15, dans laquelle 
I'augmentation du niveau d'expression du gene E2IG4 ou du gene 
rapporteur, est indicateur d'un compose utile dans le traitement du 
diabete ou de ses complications, de I'obesite ou de I'insulinoresistance. 

17. Methode in vitro de diagnostic ou prognostic d'un diabete, d'une obesite 
ou d'une insulinoresistance chez un sujet, dans laquelle on d6termine le 
niveau d'expression du produit du gene E2IG4 dans un echantillon 
biologique d'un sujet, un niveau d'expression modifie par rapport a un 
echantillon biologique d'un sujet contrdle etant indicateur d'un 
developpement ou d'un risque accru de developper un diabete, une 
obesite ou une Insulinoresistance chez led it sujet. 

18. Methode selon la revendication 17, dans laquelle le niveau d'expression 
du produit du gene E2IG4 est determine en evaluant la quantite de 
proteine E2IG4 dans un echantillon biologique d'un sujet. 

19. Methode selon la revendication 17 ou 18, dans laquelle une diminution 
du niveau d'expression du produit du gene E2IG4 par rapport au sujet 
contrdle est indicatrice d'un developpement ou d'un risque accru de 

devetopperundiabete7tme^b^sile-ou-unB-in^lTnr^STStancer- 

20. Anticorps monoclonal ou polyclonal anti-proteine E2IG4. 

21. Represseur de I'expression du gene E2IG4, lequel est un anti-sens du 
gene E2IG4. 

22. Represseur de I'expression du gene E2IG4, ledit anti-sens du gene 
E2IG4 etant un ARN interfered (ARNi) bloquant I'expression du gene 
E2IG4. 
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SEQUENCE LISTING 



<110> MERCK- SANTE 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS) 

<120> Gene induit par 1" insulins, comme cible therapeutique dans le diabete 



<130> BFF 03P0004 
<160> 8 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 
<211> 1062 
<212> ADN 
<213> Rattus sp. 

<400> 1 _ A 
atgttgtgca ccctgttcct gctactgctg gccctgggca tagtgcagac aactcggcca 60 

tgtttccctg gctgccagtg tgaggaagag acgtttggcc tctttgacag tttcagcctg 120 

atccgagtgg actgcagcag cctgggcccc cacattgtgc ctgtgcccat ccctctggac 180 

acagcccacc tggacctgtc ttccaaccgg ctagaaaccg tgaatgagtc agtcctggga 

gggccaggct ataccacact ggctggcctg gatctcagtc acaacctcct caccagcatc 

acgcccactg ccttctcccg ccttcgctac ctggagtcac tggacctcag tcacaatggc 

ctggcagccc tgccagcaga ggttttcacc agctccccct tgagtgatat caacctgagc 

cataatcgac ttagagaggt ctcgatatct gccttcacca cccacagcca ggggcgggca 

ctgcacgtgg acctatccca caatcttatc caccgcctgc tcccctatcc agccagggcc 

agcctgtccg cacctaccat tcagagcctg aacctgtcct ggaaccggct ccgagccgtg 

cccgatctcc gagacctacc cctgcgttac ctgagcctgg atgggaaccc tctggctacc 

atcaacccag gcgccttcat ggggctggcg ggcctcaccc acctttcact ggcaagccta 

cagggtatcc tccagctacc accccatggc ttccgagagc tcccaggcct tcaggtcctg 



240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
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gacttgtctg gtaaccccaa gctcaagtgg gcaggagccg aggtattttc aggcctgggt 840 

ttgctgcaag aactagacct gtctggctcc agcctggtgc ccctgcctga gacgctgcta 900 

catcacctcc ctgctttaca gagtgtcagt gtaggccaag atgtgcagtg ccggcgtctg 960. 

gfcacgggagg gtgcctacca ccgccaaccc ggttccagcc ctaaggtagt cctgcactgt 1020 
ggagacaccc aggaatctgc caggggccca gacatcttgt ga 



<210> 2 

<211> 353 

<212> PRT 

<213> Rattus sp. 



<400> 2 

Met Leu Cys Thr Leu Phe Leu Leu Leu Leu Ala Leu Gly He Val Gin 
1 5 10 15 

Thr Thr Arg Pro Cys Phe Pro Gly Cys Gin Cys Glu Glu Glu Thr Phe 
20 25 30 



Gly Leu Phe Asp Ser Phe Ser Leu He Arg Val Asp Cys Ser Ser Leu 
35 40 45 



Gly Pro His He Val Pro Val Pro He Pro Leu Asp Thr Ala His Leu 
50 55 60 

Asp Leu Ser Ser Asn Arg Leu Glu Thr Val Asn Glu Ser Val Leu Gly 
65 70 75 80 

Gly Pro Gly Tyr Thr Thr Leu Ala Gly Leu Asp Leu Ser His Asn Leu 
85 90 95 



Leu Thr Ser He Thr Pro Thr Ala Phe Ser Arg Leu Arg Tyr Leu Glu 
100 105 HO 



Ser Leu Asp Leu Ser His Asn Gly Leu Ala Ala Leu Pro Ala Glu Val 
115 120 125 



Phe Thr Ser Ser Pro Leu Ser Asp lie Asn Leu Ser His Asn Arg Leu 
130 135 140 
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Arg Glu Val Ser He Ser Ala Phe Thr Thr His Ser Gin Gly Arg Ala 
145 150 155 160 
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Leu His Val Asp Leu Ser His Asn Leu lie His Arg Leu Leu Pro Tyr 



165 



170 



Pro Ala Arg Ala Ser Leu Ser Ala Pro Thr He Gin Ser Leu Asn Leu 
180 185 

Ser Trp Asn Arg Leu Arg Ala Val Pro Asp Leu Arg Asp Leu Pro Leu 
19S 200 

Arg Tyr Leu Ser Leu Asp Gly Asn Pro Leu Ala Thr He Asn Pro Gly 
210 215 220 

Ala Phe Met Gly Leu Ala Gly Leu Thr His Leu Ser Leu Ala Ser Leu 
225 230 235 

Gin Gly lie Leu Gin Leu Pro Pro His Gly Phe Arg Glu Leu Pro Gly 
245 250 



Leu Gin Val Leu Asp Leu Ser Gly Asn Pro Lys Leu Lys Trp Ala Gly 
260 265 

Ala Glu Val Phe Ser Gly Leu Gly Leu Leu Gin Glu Leu Asp Leu Ser 
275 280 285 

Gly Ser Ser Leu Val Pro Leu Pro Glu Thr Leu Leu His His Leu Pro 

295 300 



290 



Ala Leu 



Gin Ser Val Ser Val Gly Gin Asp Val Gin Cys Arg Arg Leu 



305 



310 



315 



Val Arg Glu Gly Ala Val His Arg Gin Pro Gly Ser Ser Pro Lys Val 



325 



val Leu His Cys Gly Asp Thr Gin Glu Ser Ala Arg Gly Pro Asp He 
340 345 350 



Leu 

<210> 3 
<r211> 2557 



<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



4 



<220> 

<221> CDS 

<222> (14).. (1075) 

<223> 



tccagccccc acc atg ccg tgg ccc ctg ctg ctg ctg ctg gcc gtg agt 49 
Met Pro Trp Pro Leu Leu Leu Leu Leu Ala Val Ser 
1 5 10 

ggg gcc cag aca acc egg cca tgc ttc ccc ggg tgc caa tgc gag gtg 
Gly Ala Gin Thr Thr Arg Pro Cys Phe Pro Gly Cys Gin Cys Glu Val 
15 20 25 

qag acc ttc ggc ctt ttc gac age ttc age ctg act egg gtg gat tgt 
Glu Thr Phe Gly Leu Phe Asp Ser Phe Ser Leu Thr Arg Val Asp Cys 
30 35 40 

age ggc ctg ggc ccc cac ate atg ccg gtg ccc ate cct ctg gac aca 
Ser Gly Leu Gly Pro His lie Met Pro Val Pro lie Pro Leu Asp Thr 
45 50 55 60 

qcc cac ttg gac ctg tec tec aac egg ctg gag atg gtg aat gag teg 
Ala His Leu Asp Leu Ser Ser Asn Arg Leu Glu Met Val Asn Glu Ser 
65 70 75 

gtg ttg gcg ggg ccg ggc tac acg acg ttg get ggc ctg gat etc age 
Val Leu Ala Gly Pro Gly Tyr Thr Thr Leu Ala Gly Leu Asp Leu Ser 
80 85 90 

cac aac ctg etc acc age ate tea ccc act gcc ttc tec cgc ctt cgc 
His Asn Leu Leu Thr Ser lie Ser Pro Thr Ala Phe Ser Arg Leu Arg 
95 100 105 

tac ctg gag teg ctt gac etc age cac aat ggc ctg rca gcc ctg cca 
Tyr Leu Glu Ser Leu Asp Leu Ser His Asn Gly Leu Xaa Ala Leu Pro 
110 115 I 20 



97 



145 



193 



241 



289 



337 



385 



gcc gag age ttc acc age tea ccc ctg age gac gtg aac ctt age cac 
Ala Glu Ser Phe Thr Ser Ser Pro Leu Ser Asp Val Asn Leu Ser His 
125 130 135 140 

aac cag etc egg gag gtc tea gtg tct gcc ttc acg acg cac agt cag 
Asn Gin Leu Arg Glu Val Ser Val Ser Ala Phe Thr Thr His Ser Gin 
145 150 155 

ggc egg gca eta cac gtg gac etc tec cac aac etc att cac cgc etc 
Gly Arg Ala Leu His Val Asp Leu Ser His Asn Leu lie His Arg Leu 
160 1S5 170 

gtg ccc cac ccc acg agg gcc ggc ctg cct gcg ccc acc att cag age 
val Pro His Pro Thr Arg Ala Gly Leu Pro Ala Pro Thr lie Gin Ser 
175 180 185 



433 



481 



529 



577 
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ct g aac ctg gcc tgg aac egg etc cat gec gtg ccc aac etc cga gac 
III Asn Leu La Trp Asn Arg Leu His Ala Val Pro Asn Leu Arg Asp 
190 195 200 

ttg ccc ctg cgc tac ctg age ctg gat ggg aac cct eta get gtc att 
Leu Pro Leu Arg Tyr Leu Ser Leu Asp Gly Asn Pro Leu Ala val lie 
205 210 215 220 

qqt ccg ggt gcc ttc gcg ggg ctg gga ggc ctt aca cac ctg tct ctg 
Sy Pro Gly Ala Phe Ala Gly Leu Gly Gly Leu Thr His Leu Ser Leu 
225 230 235 

qcc aqc ctg cag agg etc cct gag ctg gcg ccc agt ggc ttc cgt gag 
Ala Kr Leu Gin Arg Leu Pro Glu Leu Ala Pro Ser Gly Phe Arg Olu 
240 ' 245 250 

eta ccg ggc ctg cag gtc ctg gac ctg teg ggc aac ccc aag ctt aac 
Leu Pro Gly Leu Gin Val Leu Asp Leu Ser Gly Asn Pro Lys Leu Asn 
255 260 265 

tgg gca gga get gag gtg ttt tea ggc ctg age tec ctg cag gag ctg 
Trp Ala Gly Ala Glu Val Phe Ser Gly Leu Ser Ser Leu Gin Glu Leu 
270 275 280 

gac ctt teg ggc acc aac ctg gtg ccc ctg cct gag gcg ctg etc etc 
Asp Leu Ser Gly Thr Asn Leu Val Pro Leu Pro Glu Ala Leu Leu Leu 
285 290 295 300 

cac etc ccg gca ctg cag age gtc age gtg ggc cag gat gtg egg tgc 
2? Leu Pro Ala Leu Gin Ser Val Ser Val Gly Gin Asp Val Arg Cys 
305 310 315 

egg cgc ctg gtg egg gag ggc acc tac ccc egg agg cct ggc tec age 
Arg Arg Leu Val Arg Glu Gly Thr Tyr Pro Arg Arg Pro Gly Ser Ser 
320 ~ 325 330 

ccc aaq gtg gcc ctg cac tgc gta gac acc egg gaa tct get gcc agg 
Pro Lys Val Ala Leu His Cys Val Asp Thr Arg Glu Ser Ala Ala Arg 
335 340 345 

ggc ccc acc ate ttg tga caaatggtgt ggcccagggc cacataacag 
Gly Pro Thr lie Leu 
350 

actgctgtcc tgggctgect caggtcccga gtaacttatg ttcaatgtgc caacaccagt 
ggggagcccg caggectatg tggcagcgtc accacaggag ttgtgggcct aggagaggct 
ttggacctgg gagccacacc taggagcaaa gtctcacccc tttgtctacg ttgcttcccc 
aaaccatgag cagagggact tegatgecaa ' accagactcg ggtcccctcc tgcttccctt 
ccccacttat cccccaagtg ccttccctca tgcctgggcc ggctgacccg caatgggcag 
agggtgggtg gacccctgct gcagggcaga gttcaggtcc actgggctga gtgtcccttg 
ggcccatggc ccagtcactc aggggegagt ttcttttcta acatagccct ttctttgeca 
tgaggccatg aggcccgctt catccttttc tatttcccta gaaccttaat ggtagaagga 



625 

673 

721 

769 

817 

865 

913 

961 
1009 
1057' 

1105 

1165 
1225 
1285 
1345 
1405 
1465 
1525 
1585 



6 



attgcaaaga atcaagtcca cccttctcat gtgacagatg gggaaactga ggccttgaga 1645 

aggaaaaagg ctaatctaag ttcctgcggg cagtggcatg actggagcac agcctcctgc 17 05 

ctcccagccc ggacccaatg cactttcttg tctcctctaa taagccccac cctccccgcc 17 65 

tgggctcccc ttgctgccct tgcctgttcc ccattagcac aggagtagca gcagcaggac 18 25 

aggcaagagc ctcacaagtg ggactctggg cctctgacca gctgtgcggc atgggctaag 1885 

tcactctgcc cttcggagcc tctggaagct tagggcacat tggttccagc ctagccagtt 1945 

tctcaccctg ggttggggtc ccccagcatc cagactggaa acctacccat tttcccctga 2005 

gcatcctcta gatgctgccc caaggagttg ctgcagttct ggagcctcat ctggctggga 2065 

tctccaaggg gcctcctgga ttcagtcccc actggccctg agcacgacag cccttcttac 2125 

cctcccagga atgccgtgaa aggagacaag gtctgcccga cccatgtcta tgctctaccc 2185 

cagggtagca tctcagcttc cgaaccctgg gctgtttcct tagtcttcat tttataaaag 2245 

ttgttgcctt tttaacggag tgtcactttc aaccggcctc ccctacccct gctggccggg 23 05 

gatggagaca tgtcatttgt aaaagcagaa aaaggttgca tttgttcact tttgtaatat 23 65 

tgtcctgggc ctgtgttggg gtgttggggg aagctgggca tcagtggcca catgggcatc 2425 

aggggctggc cccacagaga ccccacaggg cagtgagctc tgtcttcccc cacctgccta 2485 

gcccatcatc tatctaaccg gtccttgatt taataaacac tataaaaagt taaaaaaaaa 2545 
aaaaaaaaaa aa 2557 

<210> 4 

c211> 353 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



-zttXr? ' — m ~— 

<221> misc_f eature 
<222> (121) . . (121) 

<223> ! Xaa ! en position 121 repr£sente Ala ou Thr. 
<400> 4 

Met Pro Trp Pro Leu Leu Leu Leu Leu Ala Val Ser Gly Ala Gin Thr 
15 10 15 



Thr Arg Pro Cys Phe Pro Gly Cys Gin Cys Glu Val Glu Thr Phe Gly 
20 25 30 
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Leu Phe Asp Ser Phe Ser Leu Thr Arg val Asp Cys ser Gly Leu Gly 
35 40 

Pro His lie Met Pro Val Pro He Pro Leu Asp Thr Ala His Leu Asp 
50 55 60 

L eu Ser Ser Asn Arg Leu Glu Met Val Asn Glu Ser Val Leu Ala Gly 
65 70 75 

Pro Gly Tyr Thr Thr Leu Ala Gly Leu Asp Leu Ser His Asn Leu Leu 
85 90 

Thr Ser He Ser Pro Thr Ala Phe Ser Arg Leu Arg Tyr Leu Glu Ser 
xoo 105 

Leu Asp Leu Ser His Asn Gly Leu Xaa Ala Leu Pro Ala Glu Ser Phe 
115 120 

Thr Ser Ser Pro Leu Ser Asp Val Asn Leu Ser His Asn Gin Leu Arg 



130 



135 



Glu Val Ser Val Ser Ala Phe Thr Thr His Ser Gin Gly Arg Ala Leu 
145 150 155 

His Val Asp Leu Ser His Asn Leu He His Arg Leu Val Pro His Pro 
165 170 175 

Thr Arg Ala Gly Leu Pro Ala Pro Thr lie Gin Ser Leu Asn Leu Ala 
180 185 

Trp Asn Arg Leu His Ala Val Pro Asn Leu Arg Asp Leu Pro Leu Arg 
195 200 205 

Tyr Leu Ser Leu Asp Gly Asn Pro Leu Ala Val He Gly Pro Gly Ala 
210 215 220 

Phe Ala Gly Leu Gly Gly Leu Thr His Leu Ser Leu Ala Ser Leu Gin 
225 230 23 

Arg Leu Pro Glu Leu Ala Pro Ser Gly Phe Arg Glu Leu Pro Gly Leu 
245 250 255 

Gin Val Leu Asp Leu Ser Gly Asn Pro Lys Leu Asn Trp Ala Gly Ala 
260 265 270 
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Glu Val Phe Ser Gly Leu Ser Ser Leu Gin Glu Leu Asp Leu Ser Gly 
275 280 285 

Thr Asn Leu Val Pro Leu Pro Glu Ala Leu Leu Leu His Leu Pro Ala 
290 295 300 

Leu Gin Ser Val Ser Val Gly Gin Asp Val Arg Cys Arg Arg Leu Val 
305 310 315 320 

Arg Glu Gly Thr Tyr Pro Arg Arg Pro Gly Ser Ser Pro Lys Val Ala 
325 330 335 

Leu His Cys Val Asp Thr Arg Glu Ser Ala Ala Arg Gly Pro Thr He 
340 345 350 



Leu 

<210> 5 

<211> 25 

<212> ADN 

<213> Artificiel : amorce 



<400> 5 

attaaccctc actaaatgct gggtg 



<210> 6 
<211> 31 
<212> ADN 
^2T3^---ArTi-fYerTel- :~ atnorce^ 



<400> 6 

cattatgctg agtgatatct tttttttttt g 



<210> 7 

<211> 22 

<212> ADM 

<213> Artificiel : amox-ce 
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<400> 7 22 
acgcgggggg gtcgcctagg tg 

<210> 8 

<2H> 29 

<212> ADN 

<213> Artificiel : amorce 



<400> 8 

gatggaaaga gctcttacat gtgtttatt 
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